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研究成果の概要（和文）：　性決定や生殖戦略の多様性は、多様な種の確立に至る生物進化の分子基盤となっている。
本研究は、アメリカワニとオオミジンコの環境依存型性決定機構をモデルとして、環境シグナルの受容機構と、そのよ
うな外部環境シグナルとホルモンを含む生体内環境調節因子との間の遺伝子・シグナルネットワークを明らかにするこ
とを目指した。アメリカワニでは、ゲノム解析を進め、温度感受性チャネルの各種TRPの機能解析を行うとともに、そ
のアゴニスト、アンタゴニスト曝露による性分化への影響を解析した。ミジンコでは、雄を誘導する幼若ホルモンに加
えて、脱皮ホルモンの合成・分解酵素の遺伝子の同定により、甲殻類の内分泌系の理解を深めた。

研究成果の概要（英文）：Sex determination mechanisms can broadly be categorized by either a genotypic or 
environmentally driven mechanism. We investigated environmental sex determination (ESD) mechanism using 
American alligator and watre flea (daphnia) as a models. We analyzed the thermosensitive cation channel, 
transient receptor potential (TRP), and its role during alligator temperature-dependent sex 
determination. Our electrophysiological and pharmacological approaches demonstrate that a thermal TRP is 
involved in the TSD in alligators and it directly activates male differentiation cascade. We also 
identified several juvenile hormone and ecdysone system-related genes, which are involved in sex 
determination pathways in Daphnia. The current results provide useful knowledge for understanding the 
mechanisms of sex determination system both in vertebrates and invertebrates.

研究分野：内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 現在、様々な動物の性決定機構が明らかと
なりつつある。遺伝型性決定についてはショ
ウジョウバエの Sxlやヒトやマウスの Sryの
発見を端緒にした研究により、多種多様な性
決定システムの詳細が分子レベルで明らか
にされつつある。一方で、環境依存型性決定
は、その存在こそよく知られているが、いま
だ現象の記述のみにとどまっている。 
 申請者らは様々な動物を用いて、環境依存
性性決定の実体解明を目指している。爬虫類
ではヘビ類を除き、多くのカメ類、数種のト
カゲ、および全てのワニ類が温度依存型の性
分化を行い、胚発生の時期の温度によって生
殖腺の性が決まる。例えばアメリカワニの卵
を 30 度で孵卵すると全て卵巣をもつ雌に、
33.5 度で孵卵すると全て精巣をもつ雄とし
て発生する。一方、節足動物であるミジンコ
類は世界中の淡水に生息し、これまで生態学
の研究に多く用いられてきた。ミジンコは通
常単為生殖により繁殖するため、すべての卵
は雌として発生する。しかし、環境条件の変
化、例えば温度、光条件や個体密度の変化に
より、母親の卵巣中で雄へと運命づけられる
ものが現れる。すなわち環境の変化に伴って、
性決定・生殖戦略を変えることにより、群と
しての生存環境への適応度を増やしている
ものと考えられる。申請者らはこれまでに、
幼若ホルモン類似体によって環境非依存的
にミジンコの雄産仔が誘導されること、さら
に昆虫類の性決定に重要な遺伝子である
Doublesex (Dsx)がミジンコに対しても雄の
性分化に重要であることを報告している。 
 
２．研究の目的 
 性決定や生殖戦略の多様性は、多様な種の
確立に至る生物進化の分子基盤となってい
る。動物の性決定・分化については、多くの
場合染色体の構成で決まるが、光や温度、個
体密度など、周囲の環境によって性が決まる
動物がいる（環境依存型性決定）。本研究は、
アメリカワニ（ミシシッピーアリゲーター）
と節足動物のオオミジンコの環境依存型性
決定機構をモデルとして、環境シグナルの受
容機構と、そのような外部環境シグナルとホ
ルモンを含む生体内環境調節因子との間の
遺伝子・シグナルネットワークを明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では生物の生育環境を精密に制御し、
モデル化する必要がある。したがって、ワニ
の卵の採取はフロリダおよびサウスカロライ
ナで行い、サウスカロライナ医科大学 Louis J. 
Guillette Jr.教授の研究室で厳密な温度制御下
で孵卵、薬剤曝露などを行い、胚組織及び
mRNA、cDNA は許可を得て国内に持ち帰り
解析した。TRPV の電気生理学実験はゼノパ
ス卵母細胞を使用し、その活性化温度を同定

した。ミジンコに関しては、温度を含む外部
環境を完全にコントロールできるマルチチャ
ンバー式人工気象器内で飼育した。えさは一
日一回クロレラを与えた。 
 動物実験に関しては、サウスカロライナ医
科大学及び自然科学研究機構動物実験委員会、
遺伝子組換え実験に関しては自然科学研究機
構組換え DNA 実験安全委員会の承認のもと
行った。 
 
４．研究成果 
(1)ワニの温度依存型性決定 
 ワニの環境（温度）依存型性決定について、
環境シグナルの受容メカニズムとして、TRP
チャネルを中心とした解析を行った。その結
果、温度感受性 TRPの一つである TRPV4が
雄産生温度域周辺で活性化されることを見
出した（谷津ら、投稿中）。実際にこの TRPV4
が生体内でも性決定に関与するかどうかを
調べるために、in vivoの実験として、TRPV4
のアゴニスト及びアンタゴニストを卵に塗
布し、性腺のおよび生殖管の遺伝発現解析お
よび組織学的を行った。その結果、一部の雌
雄遺伝子マーカーの発現変化が確認できた
（谷津ら、投稿中）。また組織に関しても、
一部孵卵度とは逆の性の性腺を示すものが
確認できた。したがって、この TRPが、温度
依存型性決定において最初のトリガーにな
る可能性が示唆された。以上の結果から、
我々は TRP チャネルが温度センサーとして
作用し、これが一連の雄（精巣）決定カスケ
ードの最上流に位置する下図のモデルを提
案する（下図参照）。 

 
 さらにワニ（アリゲーター）については、
ゲノムシークエンス解析が我々の研究室も
参画する形で進んでいる（St Johnら、2012）。
また、雌雄それぞれの温度で飼育したワニ胚
から性腺を摘出し、RNA-seqによる網羅的遺
伝子解析をおこない、ヒストン修飾酵素など、
それぞれの温度で特異的に発現変化する遺
伝子を複数同定した（谷津ら、投稿中）。し
なしながら TRP から続く遺伝子発現の詳細
に関しては、今後解析するタイムポイントを
増やすなどして、さらなる解析を進めていく
必要であると思われる。 



 ワニの内分泌系の理解に向けて、雄の形質
発現に重要なアンドロゲン受容体をクロー
ニングし、機能解析を行った。その結果、ワ
ニ特異的なスプライスバリアントが存在し、
それがドミナントネガティブに作用するこ
とを明らかにした（宮川ら、投稿中）。爬虫
類の性決定に関してはエストロゲンが雌の
卵巣形成に不可欠であることが明らかにさ
れている。今後、雄の精巣形成や、内分泌か
く乱物質に対する反応性について解析して
いく予定である。 
 
(2)ミジンコの環境依存型性決定 
 ミジンコについて、我々はこれまでに幼若
ホルモン曝露によって環境非依存的にオオ
ミジンコの雄誘導が引き起こされることか
ら、幼若ホルモンがオオミジンコの性決定に
関与している可能性を明らかにしている（加
藤ら、2011）。しかし、実際に環境条件の悪
化を感知したオオミジンコ生体内において
幼若ホルモン濃度が上昇し、そのシグナル伝
達経路を介して雄産生が誘導されているの
かは明らかになっていない。そのため、幼若
ホルモンの雄誘導への関与を調べるために、
実験室レベルにおけるミジンコ類の天然雄
の誘導条件を決定した（海外で系統化された
ミジンコ Daphnia pulexのWTN6系統は、長
日条件では雌、短日条件では雄の仔虫を誘導
することができる；豊田ら、2015）。この系
を利用し、①ミジンコの雄誘導条件下で幼若
ホルモンの合成阻害剤の投与によって雄産
生が阻害されること、②幼若ホルモン生合成
酵素である JHAMT がミジンコにおいても昆
虫同様に幼若ホルモン（ファルネセン酸メチ
ル）の合成能を有していること、③ミジンコ
の性決定期直前において雄誘導条件特異的
に JHAMT 遺伝子の一過的な発現上昇がみら
れることを明らかにした（豊田ら、2015）。 
同様に本誘導系を用いて、ミジンコの性決
定期における網羅的な遺伝子発現解析を行
い、gene ontology（GO）を用いた enrichment
解析を実施した。その結果、イオンチャネル
型グルタミン酸受容体に関連したGO termが
短日（雄誘導）条件の卵巣や体全体のサンプ
ルでより有意に発現変動していることを見
出した。さらに、イオンチャネル型グルタミ
ン酸受容体のアゴニストとアンタゴニスト
の曝露試験の結果、イオンチャネル型グルタ
ミン酸受容体は幼若ホルモンの上流制御因
子として雄誘導に関与していること、また、
3 種類報告されている受容体サブタイプのう
ち N-methyl-D-aspartate（NMDA）型が主要な
役割を担っていることも明らかになった（豊
田ら、2015）。以上の結果から我々は、短日
情報を感受した本系統は、NMDA型受容体を
介したJHAMTの発現制御により体内の幼若ホ
ルモン濃度が上昇し、雄の仔虫が誘導されて
いるというモデルを提案する（右上図参照）。 
 
 

さらに、内分泌系の関与を調べるために、 
脱皮ホルモンや、幼若ホルモンの生合成・分
解を制御する遺伝子群を単離し、発現定量解
析や幼若ホルモンの内分泌器官の同定のた
めの解析を行い、ホルモンとミジンコの一連
の発生過程との相互作用の一旦を明らかに
した（角谷ら、投稿準備中）。 
 幼若ホルモンについては、Met と Src 複合
体を、その受容体の候補遺伝子として同定し
た（宮川ら、2013）。昆虫を除く節足動物で
は、幼若ホルモン受容体の候補遺伝子として
の初めての報告である。また、幼若ホルモン
応答遺伝子についても、マイクロアレイ遺伝
子発現解析などからいくつか候補を同定し
(豊田ら、2014; 阿部ら、2015)、そのプロモ
ータ−解析から、甲殻類における幼若ホルモ
ン受容体応答配列についての知見を深めた
（宮川ら、投稿準備中）。 
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